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ﭼﮑﯿﺪه  
    آﻧﺰﯾﻢ ﺗﺒﺪﯾﻞ ﮐﻨﻨﺪه آﻧﮋﯾﻮﺗﺎﻧﺴﯿﻦ I)ECA( ﯾﮏ ﭘﭙﺘﯿﺪﯾﻞ دی ﭘﭙﺘﯿﺪ ﻫﯿﺪروﻻز اﺳــﺖ ﮐـﻪ 2 اﺳـﯿﺪ آﻣﯿﻨـﻪ
اﻧﺘﻬﺎی ﮐﺮﺑﻮﮐﺴﯿﻠﯽ)ueL-siH( را از آﻧﮋﯾﻮﺗﺎﻧﺴﯿﻦ I ﮐﻪ ﯾﮏ دﮐﺎﭘﭙﺘﯿﺪ اﺳﺖ ﺟ ــﺪا ﮐـﺮده و آﻧﮋﯾﻮﺗﺎﻧﺴـﯿﻦ
II)ﯾﮏ اﮐﺘﺎﭘﭙﺘﯿﺪ( را ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻣﯽﻧﻤﺎﯾﺪ. ﺑﻪ ﻋﻠﺖ اﻫﻤﯿﺖ ECA و ﻣﻬﺎرﮐﻨﻨﺪهﻫﺎی آن در ﺑﯿﻤﺎریزاﯾﯽ و درﻣﺎن
ﺑﯿﻤﺎریﻫﺎی ﻗﻠﺒﯽ ﻋﺮوﻗﯽ ﻣﺎﻧﻨﺪ ﻓﺸﺎر ﺧﻮن ﺑ ــﺎﻻ و ﻧﺎرﺳـﺎﯾﯽ ﻗﻠﺒـﯽ، ﺗﺨﻠﯿـﺺ و ﺳـﻨﺠﺶ آن ﻋـﻼوه ﺑـﺮ
ارزش ﻋﻠﻤﯽ دارای اﻫﻤﯿﺖ ﺑﺎﻟﯿﻨﯽ و ﺗﺠﺎری ﻣﯽﺑﺎﺷﺪ. ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ اﯾﻦ ﻣﻄﻠﺐ، در ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺣﺎﺿﺮ ECA از
ﺑﺎﻓﺖ رﯾﻪ ﺧﺮﮔﻮش ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻣﻨﺒــﻊ ﻏﻨـﯽ از ECA در 3 ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺧﺎﻟﺺ ﮔﺮدﯾﺪ. ﺑﺮای اﺳ ــﺘﺨﺮاج ECA،
ﭘﺲ از ﻋﻤﻞ ﻫﻤﻮژن ﮐﺮدن، از دﺗﺮژﻧﺖ ﻏﯿﺮﯾﻮﻧﯽ 04P-tedinoN اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ ﺳﭙﺲ ﻣﺤﻠـﻮل اﺳـﺘﺨﺮاج
ﺷــﺪه از دﺗﺮژﻧــﺖ، ﺗﺤــﺖ ﻋﻤﻞ رﺳﻮبدﻫﯽ ﺑﺎ ﺳﻮﻟﻔﺎت آﻣﻮﻧﯿﻮم ﺑـﺎ ﻏﻠﻈﺖﻫـﺎی اﺷـﺒﺎﻋﯽ 05% و 07%
ﻗﺮار ﮔﺮﻓــﺖ. در ﻣﺮﺣﻠــﻪ ﺑﻌــﺪ ﻣﺤﻠﻮل روﯾﯽ ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪه ﺗﻮﺳـﻂ ﺗﺒـﺎدل ﯾﻮﻧـﯽ ﺑـﺎ esorahpeS-Q
PH ﮐﺮوﻣـﺎﺗﻮﮔﺮاﻓـﯽ ﺷـﺪ ﺳـﭙﺲ ﻧﻤﻮﻧـﻪﻫﺎی دارای ﺣﺪاﮐ ـــﺜﺮ ﻓﻌــﺎﻟﯿﺖ ﻣﺨﺼــﻮص آﻧﺰﯾــﻢ، ﺗﻮﺳــﻂ
002S RH lyrrahpeS ﺗﺤﺖ ﮐﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﯽ ژل ﻓﯿﻠﺘﺮاﺳﯿﻮن ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ. ﭘﺲ از اﯾـﻦ ﻣﺮﺣﻠـﻪ ﺧـﺎﻟﺺ
ﺑﻮدن آﻧﺰﯾﻢ ﺑﺎ EGAP-SDS و EGAP ﺗﺎﯾﯿﺪ ﺷﺪ و وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ آن 571 ﮐﯿﻠﻮداﻟﺘﻮن ﺗﻌﯿﯿﻦ ﮔﺮدﯾ ــﺪ.
ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ﻣﺨﺼﻮص ﻧﻬﺎﯾﯽ ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪه ﺑﺮای ECA، 1/93 واﺣﺪ در ﻣﯿﻠﯽﮔﺮم ﺑـﻮد ﮐـﻪ ﺑـﻪ دﻧﺒـﺎل 156
ﺑﺮاﺑﺮ ﺧﺎﻟﺺﮐﺮدن ﺣﺎﺻﻞ ﺷﺪه ﺑﻮد و ﺑﺎزده ﻧﻬﺎﯾﯽ ﻓﺮآﯾﻨﺪ ﺗﺨﻠﯿﺺ، 2/5% ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪ. ﭘﺲ از ﺗﺨﻠﯿﺺ
آﻧﺰﯾﻢ، mK)tnatsnoc sileahcim( آن ﺑـﺮای ﺳﻮﺑﺴـﺘﺮای LHH)ﻫﯿﭙﻮرﯾـﻞ ـ ﻫﯿﺴـﺘﯿﺪﯾﻞ ـ ﻟﻮﺳـﯿﻦ(،
71/2 ﻣﯿﻠﯽﻣﻮل ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﺷﺪ. ﻣﻬﺎر ﮐﻨﻨــﺪه رﻗﺎﺑﺘــﯽ ﮐﺎﭘﺘﻮﭘﺮﯾــﻞ ﺗﻮاﻧﺴﺖ در ﻏﻠﻈﺖﻫﺎی 1/0 ﺗ ــﺎ 100/0
ﻣﯿﻠﯽ ﻣﻮﻻر ﺗﻘﺮﯾﺒﺎً ECA را ﺑﻪ ﻃﻮر ﮐﺎﻣﻞ ﻣﻬﺎر ﮐﻨـــﺪ. HP اﭘﺘﯿﻤـﻢ ﺑـﺮای ECA 3/8 ﻣﺤﺎﺳـﺒﻪ ﮔﺮدﯾـﺪ.
ﻫﻢﭼﻨﯿﻦ ﺑﺮرﺳﯽ اﺛﺮ ﺗﻐﯿﯿﺮات دﻣﺎﯾﯽ، ﮐﺎﻫﺶ ﺷﺪﯾــﺪ در ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻢ را در دﻣﺎی ﺑ ــﺎﻻﺗﺮ از 73 درﺟـﻪ
ﺳﺎﻧﺘﯽﮔﺮاد ﻧﺸﺎن داد. ﮐﺎﻫﺶ ﻣﺮاﺣﻞ ﺗﺨﻠﯿﺺ و ﻣــﺪت زﻣﺎن ﻻزم ﺑ ــﺮای آن و ﻧـﯿﺰ ﺑـﺎزده ﻣﻨﺎﺳـﺐ ﺑـﻪ
دﺳـﺖ آﻣـﺪه، ﻧﺘﯿﺠــﻪ اﺳـﺘﻔﺎده از رزﯾﻦﻫـﺎی ﺑـﺎ ﻗـﺪرت ﺗﻔﮑﯿـــﮏ ﺑﻬﺘــﺮ و ﺑـﻪ ﮐـﺎر ﮔﯿـــﺮی ﺳﯿﺴــﺘﻢ
CLPF)yhpargotamorhC diuqiL nietorP tsaF( ﺑﻮد ﮐﻪ در ﻧﻬﺎﯾﺖ ﻣﻮﺟﺐ ﺑﻬﺒﻮد و ﮐﺎﻫﺶ زﻣ ــﺎن
ﻓﺮآﯾﻨﺪ ﺗﺨﻠﯿﺺ ﭼﻨﺪ ﻣﺮﺣﻠﻪای ECA ﮔﺮدﯾﺪ.  
          
ﮐﻠﯿﺪواژهﻫﺎ:    1 – آﻧﺰﯾﻢ ﺗﺒﺪﯾﻞ ﮐﻨﻨﺪه آﻧﮋﯾﻮﺗﺎﻧﺴﯿﻦ     2 – ﺗﺨﻠﯿﺺ ﭼﻨﺪ ﻣﺮﺣﻠﻪای 
                         3 – ﮐﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﯽ      4 – رﯾﻪ   
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ﺷﻠﻤﺎﻧﯽ و ﻣﺸﺎوره دﮐﺘﺮ ﻣﺤﻤﺪ ﺷﻌﺒﺎﻧﯽ و ﻣﻬﺮاﻧﮕﯿﺰ ﮐﺎوﯾﺎﻧﯽ، ﺳﺎل 1831. 
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ﻣﻘﺪﻣﻪ 
    آﻧﺰﯾــﻢ ﺗﺒﺪﯾــﻞ ﮐﻨﻨــﺪه آﻧﮋﯾﻮﺗﺎﻧﺴــﯿﻮن I)1، 51، 4، 3:CE( 
emyznE gnitrevnoc-nisnetoignA)ECA(، ﯾﮏ ﭘﺮوﺗﺌﯿ ــﻦ 
ﺑﺎ ﺟﺮم ﻣﻮﻟﮑﻮﻟـﯽ ﺑـﺎﻻ ﺣـﺪود 000،051 داﻟﺘـﻮن، ﮔﻠﯿﮑﻮزﯾﻠـﻪ و 
اﻧﺘﮕﺮال اﺳﺖ ﮐ ــﻪ در ﺳﻄــﺢ ﻣﺠﺮاﯾــﯽ ﻏﺸــﺎی ﺳـﻠﻮﻟﯽ ﻗـﺮار 
ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖ. ECA ﯾﮏ دیﭘﭙﺘﯿﺪﯾﻞ ﮐﺮﺑﻮﮐﺴﯽ ﭘﭙﺘﯿﺪاز ﺑﻮده ﮐـﻪ 
ﻋﻤﻞ ﺗﺒﺪﯾﻞ ﯾﮏ دﮐﺎﭘﭙﺘﯿﺪ ﺑﻪ ﻧﺎم آﻧﮋﯾﻮﺗﺎﻧﺴﯿﻦ I)I GNA( را ﺑ ــﻪ 
ﯾﮏ اﮐﺘﺎﭘﭙﺘﯿـﺪ ﺑـﻪ ﻧـﺎم آﻧﮋﯾﻮﺗﺎﻧﺴـﯿﻦ II)II GNA( ﮐـﻪ ﻧﻘﺸـﯽ 
اﺳﺎﺳﯽ در ﻫﻤﻮﺳﺘﺎز ﻗﻠﺒﯽ ـ ﻋﺮوﻗ ــﯽ اﯾﻔـﺎ ﻣﯽﮐﻨــﺪ، ﺑـﺮ ﻋـﻬﺪه 
دارد.  
    ECA ﻋﻤـــﻞ ﻫﯿﺪروﻟﯿــﺰ ﺑـﺮادی ﮐﯿﻨﯿـﻦ ﮐـﻪ ﯾـﮏ واﺳــﻄﻪ 
اﻟﺘــﻬﺎﺑﯽ و ﭘﭙﺘﯿــﺪ ﮔﺸــﺎد ﮐﻨﻨ ــــﺪه ﻋـــﺮوق و ﻧـــﺎﺗﺮﯾﻮرﺗﯿﮏ 
)citeruirtan( و ﻣﺤﺮک ﻗـﻮی ﺳﺎﺧﺘـﻪ ﺷـﺪن ﻧﯿﺘﺮﯾـﮏ اﮐﺴ ــﯿﺪ 
و ﭘﺮوﺳـﺘﺎﮔﻼﻧﺪﯾــﻦ ﮔﺸـﺎد ﮐﻨﻨــﺪه ﻋــﺮوق اﺳـــﺖ را ﻧﯿــــﺰ 
ﮐﺎﺗﺎﻟﯿــﺰ ﻣﯽﮐﻨـ ـــﺪ.)2و 3( ﻫـﻢﭼﻨﯿـﻦ ECA ﻣﯽﺗﻮاﻧـﺪ ﭘﭙﺘﯿﺪﻫـﺎﯾﯽ 
ﻣﺎﻧﻨﺪ ﻣﺎده P)ecnatsbuS(، اﻧﮑﻔﺎﻟﯿﻦ و اﻧﺪورﻓﯿــﻦ را ﻏﯿﺮﻓﻌـﺎل 
ﻧﻤﺎﯾﺪ. ﻣﻬﺎرﮐﻨﻨﺪهﻫﺎی ﻣﺴﺘﻘﯿﻢ ﺟﺎیﮔﺎه ﻓﻌﺎل ECA، در درﻣ ــﺎن 
ﻓﺸـﺎر ﺧـﻮن ﺳﯿﺴﺘﻤﯿــﮏ و ﺳﮑﺘــﻪ ﻗﻠﺒ ــــﯽ اﺣﺘﻘــﺎﻧﯽ ﻣﻮﺛــﺮ 
ﻫﺴﺘﻨﺪ.)1و 2(  
    اﻓﺰاﯾـــﺶ ﺳﺮﻣــﯽ ECA در ﺑﯿﻤﺎریﻫـﺎی ﮔﺮاﻧﻮﻟﻮﻣـــﺎﺗﻮز 
اوﻟﯿــﻪ ﮔـﺰارش ﺷــﺪه ﮐــﻪ ﺳﺎرﮐﻮﯾﯿــﺪوز ﻣﻬﻢﺗﺮﯾــﻦ آنﻫــﺎ 
اﺳـــــﺖ. ECA ﺳـــﺮﻣﯽ در ﮔﺮاﻧﻮﻟﻮﻣﺎﺗﻮزﻫـــﺎی رﯾـــــﻮی 
ﻏﯿﺮﺳﺎرﮐﻮﯾﯿﺪی ﻣﺎﻧﻨﺪ ﺳﯿﻠﯿﮑﻮزﯾﺲ و آﺳﺒﺴ ــﺘﻮزﯾﺲ، ﺑﯿﻤـﺎری 
ﮔﻮﺷﻪ)esaesid s’rehsuG( و ﺟـﺬام ﻧـﯿﺰ اﻓﺰاﯾـﺶ ﻣﯽﯾـﺎﺑﺪ.)3( 
ﻫﻢﭼﻨﯿﻦ اﻓﺰاﯾﺶ اﯾﻦ آﻧﺰﯾﻢ در دﯾـﺎﺑﺖ ﻣﻠﯿﺘـﻮس ﮔـﺰارش ﺷـﺪه 
اﺳﺖ.)4(  
    ﻣﻘـﺎدﯾﺮ ﺳـﺮﻣﯽ اﯾـﻦ آﻧﺰﯾـﻢ در ﻧﺎﻫﻨﺠﺎریﻫـﺎی ﻋﻤﻞﮐ ــﺮدی 
اﻧﺪوﺗﻠﯿﻮم ﮐﺎﻫﺶ ﻣﯽﯾﺎﺑﺪ ﮐﻪ در ﺷﯿﻤﯽ درﻣﺎﻧﯽ ﯾﺎ ﭘﺮﺗﻮدرﻣ ــﺎﻧﯽ 
و ﺑﯿﻤﺎران ﻣﺒﺘﻼ ﺑﻪ ﺳﺮﻃﺎن دﯾﺪه ﻣﯽﺷﻮد.)3( از آنﺟﺎ ﮐﻪ ECA 
از ﻧﻈـﺮ زﯾﺴـﺖ ﭘﺰﺷـﮑﯽ و آﺳﯿﺐﺷـﻨﺎﺧﺘﯽ و ﻧ ـــﯿﺰ ﺗﺤﻘﯿﻘــﺎت 
آﻧﺰﯾﻢﺷﻨﺎﺳﯽ دارای اﻫﻤﯿﺖ ﻗﺎﺑﻞ ﺗﻮﺟﻬﯽ ﻣﯽﺑﺎﺷﺪ، ﺗﺨﻠﯿﺺ اﯾﻦ 
آﻧﺰﯾﻢ در ﻣﻘﯿﺎس ﺗﻮﻟﯿﺪی و ﮐﺎرﺑﺮدی ﺑﺎ روش اﻧﺠ ــﺎم ﺷـﺪه در 
اﯾﻦ ﭘﮋوﻫﺶ و ﺑﻪ ﮐﺎر ﮔﺮﻓﺘﻦ آن در ﺗﻬﯿﻪ ﮐﯿﺖﻫـﺎی ﺗﺸـﺨﯿﺼﯽ 
دﻗﯿـﻖ ﺑـﻪ روش اﯾﻤﻮﻧﻮاﺳـﯽ ﺟــﻬﺖ اﻧــﺪازهﮔــﯿﺮی ECA در 
ﺑﯿﻤﺎریﻫـﺎﯾﯽ ﮐـﻪ ﺑـﺎ آن در ارﺗﺒـﺎط ﻫﺴ ـــﺘﻨﺪ و ﻣﻄﺎﻟﻌــﻪ اﺛــﺮ 
داروﻫﺎی ﺟﺪﯾ ــﺪ در ﻣـﻬﺎر آن و ﺑﺮرﺳـﯽﻫﺎی ﻣﻮﻟﮑﻮﻟـﯽ ﻣـﺎﻧﻨﺪ 
ﮐﺮﯾﺴﺘﺎﻟﻮﮔﺮاﻓﯽ و ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ دﻗﯿﻖﺗﺮ ﺳﺎﺧﺘﺎر ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ECA ﺑــﺎ 
ارزش ﺧﻮاﻫﺪ ﺑﻮد.     
 
روش ﺑﺮرﺳﯽ 
    اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﮐﻪ از ﻧﻮع ﺗﻮﺳﻌﻪای)yduts latnempoleveD( 
ﺑﻮد، ﺟﻬــﺖ اﻓﺰاﯾـﺶ ﮐﯿﻔﯿﺖ و ﺳــﺮﻋﺖ ﺗﺨﻠﯿـﺺ آﻧﺰﯾـﻢ ﺗﺒﺪﯾـﻞ 
ﮐﻨﻨــﺪه آﻧﮋﯾﻮﺗﺎﻧﺴﯿﻦ ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ. ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻣـﻮرد اﺳـﺘﻔﺎده در 
اﯾــﻦ ﭘﮋوﻫــﺶ رﯾــﻪ ﺧﺮﮔﻮش ﺑﻮد. در اﺑﺘﺪا 7 ﻋﺪد ﺧﺮﮔــﻮش 
ﻧﺮ ﺳﺎﻟﻢ، ﺑﺪون ﻫﯿﭻ ﮔﻮﻧﻪ ﺗﯿﻤﺎر داروﯾﯽ ﺟﻬﺖ اﯾﻦ ﮐﺎر اﻧﺘﺨ ــﺎب 
ﺷﺪﻧﺪ ﺳﭙﺲ رﯾﻪﻫﺎی ﺟﺪا ﺷﺪه ﮐﻪ در ﮐﻞ دارای وزﻧـﯽ ﻣﻌـﺎدل 
9/56 ﮔﺮم ﺑﻮدﻧﺪ ﺧﯿﻠﯽ ﺳﺮﯾﻊ در 02- درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽﮔﺮاد ﻓﺮﯾ ــﺰ 
ﺷﺪﻧﺪ.  
    در ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺑﻌﺪ ﺑﺎﻓــﺖ رﯾـﻪ ﻣﻨﺠﻤـﺪ ﮐـﻪ در ﯾﺦ ﻗ ــﺮار داﺷـﺖ 
ﺑﻪ ﻗﻄﻌـﺎت ﮐــﻮﭼﮏﺗــﺮ ﺗﻘﺴﯿـــﻢ ﮔﺮدﯾــﺪ. روش ﻋﻤــﻞ ﺑﺪﯾـﻦ 
ﺗﺮﺗﯿـﺐ ﺑـﻮد ﮐـﻪ ﻗﻄﻌـﺎت ﺑـﺎﻓﺖ رﯾـﻪ در 051 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿــﺘﺮ ﺑــﺎﻓﺮ 
ﻫﻤـﻮژﻧﺎﺳـﯿﻮن )lCH-sirT 02 ﻣﯿﻠﯽﻣ ـــﻮل، 8/7=Hp ﺣــﺎوی 
اﺳﺘﺎت ﻣﻨ ـﯿﺰﯾﻢ 5 ﻣﯿﻠﯽﻣـﻮل و ﮐﻠﺮﯾـﺪ ﭘﺘﺎﺳـﯿﻢ 03 ﻣﯿﻠﯽﻣـﻮل و 
ﺳـﻮﮐﺮوز 52/0 ﻣـﻮل( رﯾﺨﺘـﻪ ﺷـﺪ ﺳـﭙﺲ ﺗﻮﺳــﻂ دﺳــﺘﮕﺎه 
ﻫﻤﻮژﻧﺎﯾﺰر ﺑﻪ ﻣﺪت 5/1 دﻗﯿﻘﻪ ﺗﺤﺖ ﻋﻤﻞ ﻫﻤــﻮژﻧﺎﺳـﯿﻮن ﻗـﺮار 
ﮔﺮﻓﺖ.  
    ﻫﻤﻮژﻧﺎت ﺑﺎﻓﺘﯽ ﭘﺲ از ﺻﺎف ﺷﺪن ﺑ ــﻪ ﻣـﺪت 2 ﺳـﺎﻋﺖ در 
ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ ﯾﺨﭽﺎلدار در g0006 ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ ﮔﺮدﯾﺪ و ﭘــﺲ از 
دور رﯾﺨﺘﻦ ﻣﺎﯾﻊ روﯾﯽ، رﺳﻮب ﺑﺎﻗﯽ ﻣـﺎﻧﺪه در 051 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿـﺘﺮ 
ﺑﺎﻓﺮ ﭘﺎﯾﻪ)lCH-sirT، 01 ﻣﯿﻠﯽﻣﻮل، 8/7=Hp( ﻣﺨﻠ ــﻮط ﺷـﺪ و 
57/0 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿـﺘﺮ)V/V%5/0( دﺗـﺮژﻧـﺖ 04P-tedinoN ﺑ ــﻪ آن 
اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﯾـﺪ ﺳﭙـﺲ ﻣﺨﻠـﻮط ذﮐـﺮ ﺷـﺪه ﺑـﻪ ﻣﺪت 3 ﺳــﺎﻋﺖ 
در دﻣﺎی 4 درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽﮔﺮاد ﺗﻮﺳﻂ ﻣﮕﻨﺖ و اﺳﺘﯿﺮر ﻫ ــﻢ زده 
ﺷﺪ.  
    ﻣﺤﻠـــﻮل ﺑـﻪ دﺳـﺖ آﻣـﺪه دوﺑـﺎره در g0006 ﺳـﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ 
ﮔﺮدﯾـﺪ و ﻣﺤﻠـــﻮل روﯾــﯽ اﺳﺘﺨــﺮاج ﺷـــﺪه از دﺗـﺮژﻧ ــــﺖ 
)دﺗﺮژﻧــﺖ ﺑﻪ ﮐ ــﺎر رﻓﺘــﻪ، ECA را از ﻏﺸــﺎی ﺳﻠــﻮل ﺟــﺪا 
ﮐـﺮده و ﺑـﻪ ﺻـﻮرت ﻣﺤﻠـﻮل درﻣـﯽآورد( ﺗﻮﺳــﻂ ﺳ ــﻮﻟﻔﺎت 
اﺳﺘﺨﺮاج و ﺑﻬﯿﻨﻪﺳﺎزی ﺗﺨﻠﯿﺺ ﭼﻨﺪ ﻣﺮﺣﻠﻪای آﻧﺰﯾﻢ                                                                                         ﺳﯿﺪﻣﺤﻤﺪ ﺷﻔﯿﻌﯽ و ﻫﻢﮐﺎران 
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آﻣﻮﻧﯿﻮم رﺳ ــﻮب داده ﺷـﺪ. ﺑﺪﯾـﻦ ﻣﻨﻈـﻮر ﻣﺤﻠـﻮل ﺑـﻪ ﻏﻠﻈـﺖ 
اﺷﺒﺎﻋﯽ 05% از ﺳﻮﻟﻔﺎت آﻣﻮﻧﯿـﻮم رﺳـﺎﻧﺪه ﺷـﺪ. ﭘـﺲ از اﯾـﻦ 
ﻣﺮﺣﻠﻪ، ﻫﻤﻮژﻧـﺎت در g0006 ﺑـﻪ ﻣـﺪت 53 دﻗﯿﻘـﻪ ﺳـﺎﻧﺘﺮﯾﻔﻮژ 
ﮔﺮدﯾﺪ و ﻣﺎﯾﻊ روﯾﯽ ﺑﺎ دﻗﺖ و ﺑﺪون ﻣﺨﻠـﻮط ﺷﺪن ﺑـﺎ رﺳـﻮب 
ﺟﺪا ﺷﺪ. ﻣﺎﯾﻊ روﯾﯽ ﺳﭙﺲ ﺑﻪ 07% درﺟـﻪ اﺷـﺒﺎع ﺑـﺎ ﺳـﻮﻟﻔﺎت 
آﻣﻮﻧﯿﻮم رﺳﺎﻧﺪه ﺷـﺪ و ﻣﺮاﺣـﻞ ﻓـﻮق ﺑـﺮای اﯾـﻦ ﻣﺮﺣﻠـﻪ ﻧـﯿﺰ 
ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ.  
    ﭘﺲ از ﻋﻤﻞ دﯾ ــﺎﻟﯿﺰ ﺟـﻬﺖ ﺟـﺪا ﮐـﺮدن ﺳـﻮﻟﻔﺎت آﻣﻮﻧﯿـﻮم، 
ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻣﻮرد ﻧﻈــﺮ ﺑـﺎ ﺟﺮﯾـﺎن ﺑﺮاﺑـﺮ ﺑـﺎ 1 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿـﺘﺮ در دﻗﯿﻘـﻪ 
ﺗﻮﺳﻂ ﭘﻤﭗ روی ﺳﺘﻮن 01/62KX ﺣﺎوی Q- ﺳ ــﻔﺎرز ﺑـﺮده 
ﺷﺪ. در ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺑﻌﺪ از ﯾﮏ ﺳﯿﺴﺘﻢ اﯾﺠــﺎد ﮐﻨﻨـﺪه ﺷـﯿﺐ ﻏﻠﻈـﺖ 
ﻧﻤﮑﯽ)rexiM tneidarG( اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾﺪ. ﮔﺮادﯾﺎن ﻣﯿﮑﺴـﺮ در 
ﺳﻤﺖ ﺧﺮوﺟﯽ ﺣﺎوی ﺑﺎﻓﺮ ﭘﺎﯾﻪ، ﻓﺎﻗﺪ lCaN و در ﺳﻤﺖ دﯾﮕ ــﺮ 
ﺣﺎوی ﺑﺎﻓﺮ ذﮐ ــﺮ ﺷـﺪه ﻫﻤـﺮاه ﺑـﺎ )M1(lCaN ﺑـﻮد. ﻣﺤﺘـﻮای 
ﮔﺮادﯾﺎن ﻣﯿﮑﺴـﺮ ﺑ ـﺎ ﺟﺮﯾــﺎن 5/0 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿـﺘﺮ در دﻗﯿﻘـﻪ ﺗﻮﺳـﻂ 
ﭘﻤﭗ روی ﺳﺘﻮن ﺑﺮده ﺷﺪ ﮐﻪ ﺣﺎﺻﻞ اﯾﻦ ﺷﺴﺖوﺷـﻮ 6 ﭘﯿـﮏ 
ﺑﻮد.  
    ﺗﻤﺎم ﭘﯿﮏﻫﺎی ﺟﻤﻊآوری ﺷﺪه ﺗﺤﺖ ﻋﻤﻞ ﺳﻨﺠﺶ ECA ﺑﻪ 
روش ﮐﻮﺷﻤﻦ و ﭼﻮﻧــﮓ)5( ﻗـﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨـﺪ. ﻓﻌـﺎﻟﯿﺖ ﻣﺨﺼـﻮص 
)ytivitcA cificepS( آﻧﺰﯾﻢ ﺑﺎ اﻧﺪازهﮔﯿﺮی ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آن و ﻧﯿــﺰ 
اﻧﺪازهﮔﯿﺮی ﻏﻠﻈﺖ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺑﺮﺣﺴﺐ ﻣﯿﻠﯽ ﮔﺮم ﺑﺮای ﻫ ــﺮ ﭘﯿـﮏ 
ﺑــﻪ دﺳـﺖ آﻣـﺪ. اﻧ ــﺪازهﮔــﯿﺮی ﻏﻠﻈــﺖ ﭘﺮوﺗﺌﯿــﻦ ﺑــﺎ روش 
ﺑﺮادﻓﻮرد)drofdarB( ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ)6( و ﻓﺮاﮐﺸﻨﯽ ﮐــﻪ دارای 
ﺑﯿﺶﺗﺮﯾـﻦ ﻣﻘ ـــﺪار ﻓﻌــﺎﻟﯿﺖ ﻣﺨﺼــﻮص ECA ﺑــﻮد ﺗﻌﯿﯿــﻦ 
ﮔﺮدﯾﺪ)ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 1(.  
    ﺟﻬــﺖ ﻏﻠﯿـﻆ ﮐـﺮدن ﻧﻤﻮﻧــﻪ ﺑـﻪ دﺳـﺖ آﻣـﺪه از دﺳـــﺘﮕﺎه 
reirD ezeerF اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ. ﻧﻤﻮﻧــﻪ ﺗﻮﺳﻂ ﭘﻤــﭗ ﺑـﺎ ﺟﺮﯾـﺎن 
8/0 ﻣﯿﻠﯽﻟﯿـــﺘﺮ در دﻗﯿﻘـــﻪ روی ﺳـــﺘﻮن ژل ﻓﯿﻠﺘﺮاﺳ ــــﯿﻮن 
06/61KX ﺣﺎوی ﺳﻔﺎﮐﺮﯾﻞ 002-S RH ﻓﺮﺳﺘﺎده ﺷﺪه و ﭘﺲ 
از ﺛﺒﺖ ﺗﻮﺳﻂ رﮐـﻮردر دﺳﺘﮕــﺎه، 4 ﭘﯿـﮏ ﺣﺎﺻــﻞ ﺷــﺪه در 
ﭼﻨﺪﯾـﻦ ﻓﺮاﮐﺸــﻦ ﺟﻤــﻊآوری ﮔﺮدﯾــﺪ ﺳــﭙﺲ ﺑــﺮای ﺗﻤــﺎم 
ﻓﺮاﮐﺸـﻦﻫﺎ روش ﺳﻨﺠﺶ ﮐﻮﺷـﻤﻦ و ﭼﻮﻧـﮓ)5( اﻧﺠـﺎم ﺷـﺪ و 
ﻧﻤﻮﻧــﻪ دارای ﺣﺪاﮐــﺜﺮ ﻓﻌــﺎﻟﯿﺖ ﻣﺨﺼــﻮص آﻧﺰﯾــﻢ ﺗﻌﯿﯿــﻦ 
ﮔﺮدﯾﺪ)ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 2(.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 1- ﮐﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﯽ ﺑﺎ Q-ﺳﻔﺎرز 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 2- ﮐﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﯽ ﺑﺎ ﺳﻔﺎﮐﺮﯾﻞ 002-S 
 
    اﺳﺎس ﺳﻨﺠﺶ ECA ﺑﺎ روش ﮐﻮﺷــﻤﻦ و ﭼﻮﻧـﮓ واﮐﻨـﺶ 
ﻫﯿﺪروﻟﯿﺰ ﺳﻮﺑﺴﺘﺮای ﺳﻨﺘﺘﯿﮏ ﻫﯿﭙﻮرﯾﻞ ـ ﻫﯿﺴﺘﯿﺪﯾﻞ ـ ﻟﻮﺳــﯿﻦ 
ﺗﻮﺳـﻂ ECA ﺑـﻪ اﺳـﯿﺪ ﻫﯿﭙﻮرﯾـﮏ و ﻫﯿﺴـﺘﯿﺪﯾﻞ ـ ﻟﻮﺳــﯿﻦ و 
ﺳﭙــﺲ اﺳـﭙﮑﺘﺮوﻓﺘﻮﻣﺘﺮی ﻣـﺎورای ﺑﻨﻔـﺶ اﺳـﯿﺪﻫﯿﭙﻮرﯾﮏ در 
822 ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ اﺳﺖ و ﻣﯿﺰان اﺳﯿﺪﻫﯿﭙﻮرﯾﮏ ﺗﻮﻟﯿﺪ ﺷـﺪه ﻣﻌﯿﺎری 
از ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻢ ﻣﯽﺑﺎﺷﺪ.)5(  
    ﺳﻨﺠﺶ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ECA ﺑﺮای ﻫﻤﻮژﻧﺎت اوﻟﯿﻪ و ﺳــﭙﺲ ﺗﻤـﺎم 
ﻣﺮاﺣﻞ ﺗﺨﻠﯿﺺ از ﺟﻤﻠـﻪ ﺗﻤـﺎم ﻓﺮاﮐﺸﻦﻫﺎی ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪه ﺑ ــﻪ 
روش ﮐﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﯽ ﺳﺘﻮﻧﯽ اﻧﺠـﺎم ﺷــﺪ. ﺑـﺮای اﻧﺠـﺎم ﺷـﺪن 
اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ژل ﭘﻠﯽاﮐﺮﯾ ــﻞ آﻣﯿـﺪ ﺟـﻬﺖ ﺗﻌﯿﯿـﻦ ﻣـﯿﺰان ﺧـﺎﻟﺺ 
ﺑـــﻮدن و وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟــﯽ ECA، از 2 روش اﻟﮑـﺘﺮوﻓﻮرز در 
ژل ﭘﻠﯽاﮐﺮﯾﻞ آﻣﯿـﺪ اﺳ ــﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾــﺪ ﮐــﻪ ﻋﺒـﺎرت ﺑﻮدﻧــﺪ از: 
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اﻟﻒ( EGAP ﺑﺎ ﺳﯿﺴﺘﻢ ﺑﺎﻓﺮی ﻧﺎﭘﯿﻮﺳﺘﻪ ﺗﺮﯾـﺲ ـ ﮔﻼﯾﺴﯿﻦ ﺑﺎ 
ژل 5/7% ب(EGAP-SDS ﺑـــﺎ ژل ﭘﻠﯽاﮐﺮﯾـــﻞ آﻣﯿـــﺪ 01%. 
ﺑﺮرﺳـﯽ xamV و mK آﻧﺰﯾـﻢ ﺗﺒﺪﯾـﻞ ﮐﻨﻨ ـــﺪه آﻧﮋﯾﻮﺗﺎﻧﺴــﯿﻦ 
ﺧﺎﻟﺺ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺳﻮﺑﺴﺘﺮای ﺳ ــﻨﺘﺘﯿﮏ LHH اﻧﺠـﺎم ﺷـﺪ. 
روش ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺮای اﻧـﺪازهﮔـﯿﺮی xamV و mK ﺗﻬﯿــﻪ 
رﻗﺖﻫـﺎی ﻣﺘﻔﺎوت از LHH و اﻧـﺪازهﮔـﯿﺮی ﻓﻌـﺎﻟﯿﺖ ECA در 
اﯾﻦ رﻗﺖﻫــﺎ و رﺳـﻢ ﻣﻨﺤﻨـﯽ ﻻﯾـﻦ وﯾـﻮر ـ ﺑـﺮک ﺑـﻮد. ﺟـﻬﺖ 
ﺑﺮرﺳـﯽ اﺛـﺮ ﻣﻬﺎرﮐﻨﻨﺪﮔـﯽ ﮐﺎﭘﺘﻮﭘﺮﯾﻞ رﻗﺖﻫﺎی 1/0 ﻣﯿﻠﯽﻣﻮل، 
10/0 ﻣﯿﻠﯽﻣـﻮل و 1 ﻣﯿﮑﺮوﻣﻮل ﮐﺎﭘﺘﻮﭘﺮﯾﻞ در ﻧﻤﻮﻧ ــﻪ آﻧﺰﯾﻤـﯽ 
ﺧﺎﻟﺺ ﺷﺪه ﺗﻬﯿﻪ ﮔﺮدﯾﺪ ﺳﭙﺲ ﺑــﺮای ﺗﻤـﺎم ﻧﻤﻮﻧـﻪﻫﺎ، آزﻣـﻮن 
ﺳﻨﺠﺶ ﮐﻮﺷﻤﻦ و ﭼﻮﻧﮓ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﺛﺎﺑﺖ LHH)5 ﻣﯿﻠﯽﻣﻮل( و 
ﯾﮑﺴﺎن ﺑﻮدن ﺳﺎﯾﺮ ﺷﺮاﯾﻂ ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    در ﮐﻨﺎر ﻣﺠﻤﻮﻋﻪ ﻧﻤﻮﻧﻪﻫﺎی ﺣ ــﺎوی ﮐـﺎﭘﺘـﻮﭘﺮﯾـﻞ، 1 ﻧﻤﻮﻧـﻪ 
ﺑﺪون ﻣﻬﺎر ﮐﻨﻨﺪه ﻧﯿﺰ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﺷﺎﻫﺪ در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ ﺳﭙﺲ 
ﻣﯿﺰان ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ آﻧﺰﯾﻢ ﺑﺮای ﺗﻤﺎم ﻧﻤﻮﻧﻪﻫﺎی ﺣﺎوی ﮐﺎﭘﺘﻮﭘﺮﯾ ــﻞ و 
ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻓﺎﻗﺪ ﮐﺎﭘﺘﻮﭘﺮﯾﻞ ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ و ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ ﮔﺮدﯾﺪ.  
    در ﺑﺮرﺳﯽ اﺛﺮ ﺣﺮارت ﺑﺮ ﻓﻌ ــﺎﻟﯿﺖ ECA از ECA ﺧـﺎﻟﺺ 
ﺷﺪه در ﻣﺮﺣﻠﻪ ﻧﻬﺎﯾﯽ اﺳﺘﻔﺎده ﺷـﺪ و ﻓﺮآﯾﻨـﺪ اﻧﮑﻮﺑﺎﺳـﯿﻮن در 
دﻣﺎﻫﺎی 01، 73، 55و 09 درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت 03 دﻗﯿﻘ ــﻪ 
روی ﻧﻤﻮﻧﻪﻫﺎی ﺟ ــﺪاﮔﺎﻧـﻪ از ECA ﺻـﻮرت ﮔـﺮﻓﺖ و ﻣـﯿﺰان 
ﻓﻌﺎﻟﯿــﺖ ECA در ﻫــﺮ دﻣﺎ ﺗﻌﯿﯿﻦ ﮔﺮدﯾﺪ. ﺑـﺮای ﺑﺮرﺳـﯽ اﺛـﺮ 
ﺗﻐﯿـﯿﺮات Hp ﺑـﺮ ﻓﻌ ـــﺎﻟﯿﺖ ECA از ﺑــﺎﻓﺮ ﻓﺴــﻔﺎت ﭘﺘﺎﺳــﯿﻢ 
)4OP2HK/4OPH2K( ﺑﻪ ﻣ ــﯿﺰان 001 ﻣﯿﻠﯽﻣـﻮل در Hp 6، 
5/6، 7، 5/7، 8، 5/8، 9و 01 اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪ و ﻣ ـــﯿﺰان ﻓﻌــﺎﻟﯿﺖ 
ECA در ﻫﺮ ﯾﮏ از درﺟﻪﻫﺎی Hp ذﮐﺮ ﺷﺪه ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﮔﺮدﯾﺪ.  
ﻧﺘﺎﯾﺞ 
    در اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ، ﺗﺨﻠﯿﺺ آﻧﺰﯾ ــﻢ ﺗﺒﺪﯾـﻞ ﮐﻨﻨـﺪه آﻧﮋﯾﻮﺗﺎﻧﺴـﯿﻦ 
I)ECA( ﺑﻪ ﻃ ــﻮر ﮐﻠـﯽ در 3 ﻣﺮﺣﻠـﻪ اﻧﺠـﺎم ﺷـﺪ و در ﻧـﻬﺎﯾﺖ 
آﻧﺰﯾﻢ ﺧﺎﻟﺺ ﺷﺪه ﮐﻪ دارای ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ﻣﺨﺼﻮص و ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑـﻮد 
و ﻧﯿﺰ ﺑﺎﻧﺪ واﺣــﺪ در EGAP-SDS و EGAP ﻣﺸـﺎﻫﺪه ﺷـﺪ. 
ﻣﺮاﺣﻞ ﺗﺨﻠﯿﺺ آﻧﺰﯾﻢ ﺗﺒﺪﯾـﻞ ﮐﻨﻨـﺪه آﻧﮋﯾﻮﺗﺎﻧﺴـﯿﻦ I از ﻣﺮﺣﻠـﻪ 
ﻋﺼــﺎره ﺧــﺎم ﺳــﻠﻮﻟﯽ ﺗــﺎ ﻣﺮﺣﻠــﻪ ژل ﻓﯿﻠﺘﺮاﺳـــﯿﻮن ﺑـــﺎ 
002RH-S lyrcahpeS ﻫﻤﺮاه ﺑﺎ ﻣﯿﺰان ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺗﺎم، ﻓﻌ ــﺎﻟﯿﺖ 
ﻣﺨﺼﻮص آﻧﺰﯾﻢ، ﻣﺮﺗﺒﻪ ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزی و ﺑﺎزده ﻋﻤﻞ در ﺟﺪول 
ﺷﻤﺎره 1 آورده ﺷﺪه اﺳــﺖ. ﻧﺘـﺎﯾﺞ EGAP و EGAP-SDS: 
در ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 3-اﻟﻒ ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪه اﺳـﺖ. ﺧﻂ 1 ﻧﻤﻮﻧـﻪ 
ﻣﺮﺑـﻮط ﺑـﻪ ﻋﺼﺎره ﺧﺎم ﺑﺎﻓـﺖ رﯾـﻪ، ﺧـﻂ 2 ﻣﺮﺑـﻮط ﺑﻪ ﻧﻤﻮﻧﻪ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ﮐﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﯽ ﺗﺒ ــﺎدل ﯾﻮﻧـﯽ ﺑـﺎ PH esorahpeS-Q، ﺧـﻂ 3 
ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﻧـﻬﺎﯾﯽ ﺗﺨﻠﯿـﺺ و ﺧـﻂ 4 ﻣﺮﺑـﻮط ﺑـﻪ 
ﺷـﺎﺧﺺﻫﺎی وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟـﯽ اﺳـﺖ. ﺧـﻂ 3 ﺗﻨ ـــﻬﺎ ﯾــﮏ ﺑــﺎﻧﺪ 
ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨـﯽ را ﻧﺸـﺎن ﻣﯽدﻫـﺪ ﮐـﻪ ﺑﯿـﻦ ﺷــﺎﺧﺺﻫﺎی ﺑــﺎ وزن 
ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ 502 و 611 ﮐﯿﻠﻮداﻟﺘــﻮن ﻗـﺮار ﮔﺮﻓﺘـﻪ و ﻣﺮﺑـﻮط ﺑـﻪ 
ECA ﻣﯽﺑﺎﺷـﺪ و ﻧﺸـﺎن دﻫﻨـﺪه ﺗﺨﻠﯿـﺺ اﯾـﻦ آﻧﺰﯾـﻢ ﺗﻮﺳـﻂ 
ﻓﺮآﯾﻨﺪ ﭼﻨﺪ ﻣﺮﺣﻠﻪای اﺳﺖ. ﺟ ــﻬﺖ ﺗﻌﯿﯿـﻦ وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟـﯽ ﺑـﺎﻧﺪ 
ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﯽ ﺧﺎﻟﺺ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪه در ﺧﻂ 3، ﻧﻤﻮدار اﺳﺘﺎﻧﺪارد از 
ﻃﺮﯾﻖ ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﻟﮕﺎرﯾﺘﻢ وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ﺷـﺎﺧﺺﻫﺎی ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨـﯽ 
ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ fR ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪه در ﺣﺮﮐﺖ اﻟﮑــﺘﺮوﻓﻮرزی آنﻫـﺎ 
رﺳﻢ ﮔﺮدﯾــﺪ ﺳـﭙﺲ وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟـﯽ ECA ﺑـﺎ ﺗﻮﺟـﻪ ﺑـﻪ اﯾـﻦ 
ﻧﻤﻮدار، 571 ﮐﯿﻠﻮداﻟﺘ ــﻮن ﻣﺤﺎﺳـﺒﻪ ﺷـﺪ. ﻧﻤﻮﻧـﻪ ﻧـﻬﺎﯾﯽ ECA 
ﺧﺎﻟﺺ ﺷﺪه ﺗﻮﺳﻂ EGAP)ﺑﺪون دﻧﺎﺗﻮره ﺷﺪن( ﺗﺤ ــﺖ ﻋﻤـﻞ 
ﺟﺪول ﺷﻤﺎره 1- ﺷﻤﺎی ﻣﺮاﺣﻞ ﺗﺨﻠﯿﺺ ECA 
ﻏﻠﻈﺖ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻣﺮﺣﻠﻪ 
)ﻣﯿﻠﯽﮔﺮم در ﻟﯿﺘﺮ( 
ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ وﯾﮋه  
)واﺣﺪ ﺑﺮ ﻣﯿﻠﯽﮔﺮم( 
ﺑﺎزده ﺗﺨﻠﯿﺺ)درﺻﺪ( ﻣﺮﺗﺒﻪ ﺧﺎﻟﺺﺳﺎزی 
001 1 60/0 29/53 ﻫﻤﻮژﻧﺎت اوﻟﯿﻪ 
08 7/1 01/0 57/22 اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه از دﺗﺮژﻧﺖ 
46 5/6 83/0 74/6 رﺳﻮبدﻫﯽ ﺑﺎ ﺳﻮﻟﻔﺎت آﻣﻮﻧﯿﻢ 
12 331 8 9/0 ﮐﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﯽ ﺑﺎ Q ﺳﻔﺎرز 
2/5 156 1/93 64/0 ﮐﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﯽ ﺑﺎ ﺳﻔﺎﮐﺮﯾﻞ 002-S 
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اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ﻗ ــﺮار ﮔﺮﻓـﺖ و ﻫﻤـﺎن ﻃـﻮر ﮐـﻪ در ﻧﻤـﻮدار 3-ب 
ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﯽﺷﻮد، 2 ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ دﻓﻌﺎت ﻣﺘﻔﺎوت ﺗﺨﻠﯿ ــﺺ، 
ﺗﻨﻬﺎ ﯾﮏ ﺑﺎﻧﺪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﯽ را ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ ﮐﻪ ﻧﺸﺎن دﻫﻨ ـﺪه ﺧـﺎﻟﺺ 
ﺑﻮدن ECA در ﺣﺎﻟﺖ ﻃﺒﯿﻌﯽ و ﻏﯿﺮدﻧﺎﺗﻮره ﺑﻮد.  
    ﺑﺎ ﺗﻮﺟـﻪ ﺑـﻪ ﻧﻤـﻮدار ﺷـﻤﺎره 4،             و         -  ﺟــﻬﺖ 
ﺑﺮرﺳﯽ ﮐﯿﻨﺘﯿﮏ آﻧﺰﯾﻢ ﺗﺒﺪﯾﻞ ﮐﻨﻨﺪه آﻧﮋﯾﻮﺗﺎﻧﺴﯿﻦ ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣ ــﺪ 
ﺳﭙﺲ ﻣﯿﺰان xamV ﺑﺮاﺑﺮ 184/11 ﻧﺎﻧﻮﻣﻮل در دﻗﯿﻘـﻪ و mK 
آﻧﺰﯾﻢ ﺑﺮاﺑﺮ 71/2 ﻣﯿﻠﯽﻣﻮل ﺑﺮای ﺳﻮﺑﺴﺘﺮای LHH ﻣﺤﺎﺳ ــﺒﻪ 
ﮔﺮدﯾﺪ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 4- ﻧﻤﻮدار ﻻﯾﻨﻮﯾﻮر ـ ﺑﺮک 
    در راﺑﻄﻪ ﺑﺎ اﺛﺮ ﻣـﻬﺎر ﮐﻨﻨـﺪه رﻗـﺎﺑﺘﯽ، ﻧﺘـﺎﯾﺞ ﻧﺸـﺎن داد ﮐـﻪ 
ﮐﺎﭘﺘﻮﭘﺮﯾ ــﻞ در ﻏﻠﻈﺖﻫـﺎی 100/10، 0/0 و 1/0 ﺑـﻪ ﺗﺮﺗﯿـﺐ ﺑـﻪ 
ﻣﯿﺰان 89، 8/89 و 99% ﺳﺒﺐ ﻣﻬﺎر ECA ﻣﯽﮔﺮدد. در راﺑﻄ ــﻪ 
ﺑﺎ اﺛﺮ Hp و ﺗﻌﯿﯿﻦ Hp اﭘﺘﯿﻤــﻢ ﻫﻤ ــﺎن ﻃـﻮر ﮐـــﻪ در ﻧﻤـﻮدار 
ﺷــﻤﺎره 5 دﯾــﺪه ﻣﯽﺷــﻮد، ECA در ﻣﺤ ـــﺪوده Hp 5/8-8 
ﺣﺪاﮐﺜﺮ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ را داﺷﺖ. ﺑﺮرﺳﯽ اﺛﺮ ﺗﻐﯿـﯿﺮات دﻣـﺎ ﻧﺸـﺎن داد 
)ﻧﻤـﻮدار ﺷـﻤﺎره 6( ﮐـﻪ ﺑـﺎ اﻓﺰاﯾـﺶ دﻣـﺎ ﺑـﻪ ﺑﯿـﺶ از 73 درﺟ ــﻪ 
ﺳﺎﻧﺘﯽﮔﺮاد ﻣﯿﺰان ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ECA ﺑﻪ ﻃـﻮر ﭼﺸـﻢﮔـﯿﺮی ﮐـﺎﻫﺶ 
ﻣﯽﯾﺎﺑﺪ.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 5- اﺛﺮ ﺗﻐﯿﯿﺮات Hp ﺑﺮ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ECA 
ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 3-اﻟﻒ: ﺷﻤﺎی اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز EGAP-SDS، ب: ﺷﻤﺎی اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز EGAP 
1 
xamV
1 
mK
ب اﻟﻒ 
اﺳﺘﺨﺮاج و ﺑﻬﯿﻨﻪﺳﺎزی ﺗﺨﻠﯿﺺ ﭼﻨﺪ ﻣﺮﺣﻠﻪای آﻧﺰﯾﻢ                                                                                         ﺳﯿﺪﻣﺤﻤﺪ ﺷﻔﯿﻌﯽ و ﻫﻢﮐﺎران 
489   ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ اﯾﺮان                                                                     ﺳﺎل ﯾﺎزدﻫﻢ/ ﺷﻤﺎره 44/ ﻓﻮقاﻟﻌﺎده دو 3831   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ﻧﻤﻮدار ﺷﻤﺎره 6- اﺛﺮ ﺗﻐﯿﯿﺮات دﻣﺎ ﺑﺮ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ECA 
 
ﺑﺤﺚ 
    در اﯾــﻦ ﭘﮋوﻫــﺶ ﺟ ــــﻬﺖ ﺗﺨﻠﯿـــﺺ ECA در ﻣﺮاﺣـــﻞ 
ﮐﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﯽ از روش ﭘﯿﺶ رﻓﺘـﻪ و ﺳـﺮﯾﻊ CLPF اﺳـﺘﻔﺎده 
ﺷـﺪ و اﯾـﻦ آﻧﺰﯾــﻢ ﻃ ـــﯽ 3 ﻣﺮﺣﻠـــﻪ اﺻﻠـــﯽ ﮐـــﻪ ﺷﺎﻣـــﻞ 
رﺳﻮبدﻫـﯽ ﺑـﺎ ﺳﻮﻟﻔــﺎت آﻣﻮﻧﯿــﻮم، ﮐﺮوﻣـﺎﺗﻮﮔﺮاﻓـﯽ ﺗﺒـﺎدل 
ﯾﻮﻧـــﯽ ﺑـــﺎ PH esorahpeS-Q و ژل ﻓﯿﻠﺘـﺮاﺳﯿــﻮن ﺑـ ــــﺎ 
002-RH S lyrcahpeS ﺑـﻮد، ﺧـﺎﻟﺺ ﮔﺮدﯾـﺪ. در ﻣﺮﺣﻠ ـــﻪ 
اﺳﺘﺨﺮاج از اﺛﺮ دﺗﺮژﻧــﺖ ﻏـﯿﺮﯾﻮﻧﯽ 04P tedinoN ﺑـﺮای ﺑـﻪ 
ﺣﺎﻟﺖ ﻣﺤﻠﻮل در آوردن ECA و ﺟﺪاﯾﯽ آن از ﻏﺸ ــﺎ اﺳـﺘﻔﺎده 
ﺷﺪ. از آن ﺟﺎ ﮐﻪ اﯾﻦ دﺗ ــﺮژﻧـﺖ ﻗـﺎﺑﻠﯿﺖ دﯾـﺎﻟﯿﺰ ﺷـﺪن دارد در 
ﻓﺮآﯾﻨــﺪ ﺳــﻨﺠﺶ و اﻧــﺪازهﮔــﯿﺮی ﻓﻌ ــــﺎﻟﯿﺖ ECA و ﻧـــﯿﺰ 
ﮐﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﯽ ژل ﻓﯿﻠﺘﺮاﺳﯿﻮن ﺗﺪاﺧﻠﯽ اﯾﺠﺎد ﻧﻤﯽﮐﻨﺪ.)7(  
    در ﺑﻌﻀﯽ ﻣﻮارد از ﺗﺮﯾﺘ ــﻮن 001-X ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان دﺗـﺮژﻧـﺖ 
اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯽﺷﺪ.)8( اﯾﻦ دﺗ ــﺮژﻧـﺖ ﻗـﺎﺑﻞ دﯾـﺎﻟﯿﺰ ﺷـﺪن ﻧﯿﺴـﺖ و 
ﻣﯽﺗﻮاﻧﺪ در ﺳﻨﺠﺶ و ﺗﻌﯿﯿﻦ ﻣﻘ ــﺪار آﻧﺰﯾـﻢ و ﻣﺤﺎﺳـﺒﻪ ﺑـﺎزده 
ﻓﺮآﯾﻨﺪﻫﺎی ﺗﺨﻠﯿﺺ ﻣﺸﮑﻞ اﯾﺠﺎد ﮐﻨﺪ. در ﺑﻌﻀﯽ ﻣﻮارد ﻧ ــﯿﺰ از 
ﻫﻀـﻢ ﺗﺮﯾﭙﺴﯿﻨــﯽ ﺑـﺮای ﺟﺪاﺳـﺎزی ECA از ﻏﺸـﺎ اﺳ ــﺘﻔﺎده 
ﮔﺮدﯾﺪ ﮐــﻪ در اﯾــﻦ ﺣﺎﻟــﺖ آﻧﺰﯾـﻢ ﻓﺎﻗﺪ ﺗﻮاﻟﯽ ﺑﺨـﺶ ﻏﺸـﺎﯾﯽ 
ﻣﯽﺑﺎﺷـﺪ.)9( در ﮐﺮوﻣـﺎﺗﻮﮔﺮاﻓـﯽ ﺗﺒـﺎدل ﯾﻮﻧـــﯽ از رزﯾــﻦ -Q
PH esorahpeS ﮐﻪ ﯾﮏ ﻣﺒﺎدﻟﻪ ﮐﻨﻨــﺪه ﻗـﻮی آﻧﯿﻮﻧـﯽ اﺳـﺖ و 
ﮐﺎراﯾﯽ ﺑﺎﻻﯾﯽ ﻧﯿﺰ دارد اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ.  
    ﺑﺨﺶ ﮐﺎﺗﯿﻮﻧﯽ و ﻣﺒﺎدﻟﻪ ﮐﻨﻨﺪه اﯾﻦ رزﯾﻦ)Q( ﺑﻪ ﭘﺎﯾﻪ ﺳـﻔﺎرز 
PH ﻣﺘﺼﻞ ﺷﺪه اﺳ ــﺖ ﮐـﻪ ﻧﺴـﺒﺖ ﺑـﻪ ﺳـﻔﺎرز FF و ﺳـﻠﻮﻟﺰ، 
ﺗﻔﮑﯿﮏ)noituloseR( ﺑ ــﻬﺘﺮی اﯾﺠـﺎد ﻣﯽﮐﻨـﺪ.)01( ﺑـﺎ ﺗﻮﺟـﻪ ﺑـﻪ 
ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ ﻣﺨﺼﻮص ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪه ﺑـﺮای ECA، اﯾـﻦ آﻧﺰﯾـﻢ در 
اﯾﻦ ﻣﺮﺣﻠ ـﻪ ﻧﺴـﺒﺖ ﺑـﻪ ﻣﺮﺣﻠـﻪ ﻗﺒـﻞ)رﺳـﻮبدﻫﯽ ﺑـﺎ ﺳـﻮﻟﻔﺎت 
آﻣﻮﻧﯿﻮم( ﺑﯿﺶ از 02 ﺑﺮاﺑﺮ ﺧﺎﻟﺺﺗﺮ ﮔﺮدﯾـﺪ ﺑﻨـﺎﺑﺮاﯾﻦ در ﺑﯿـﻦ 
ﻣﺮاﺣﻞ ﺗﺨﻠﯿﺺ، ﮐﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓـﯽ ﺗﺒﺎدل ﯾﻮﻧﯽ ﺑﯿﺶﺗﺮﯾـﻦ اﺛـﺮ را 
داﺷﺘﻪ اﺳﺖ. ﻫﻢﭼﻨﯿﻦ ﻇﺮﻓﯿﺖ ﯾﻮﻧ ــﯽ ﺑـﺎﻻی اﯾـﻦ رزﯾـﻦ اﺟـﺎزه 
ﺑﺎرﮔﺬاری ﺣﺠﻢ زﯾﺎدی از ﻧﻤﻮﻧﻪ را روی ﺳﺘﻮن ﻣ ــﯽداد.)11( در 
ﮐﺮوﻣـــﺎﺗﻮﮔﺮاﻓـــﯽ ژل ﻓﯿﻠﺘﺮاﺳـــﯿﻮن از رزﯾ ـــــﻦ RH002-
S lyrcahpeS ﺟﻬﺖ ژل ﻓﯿﻠﺘﺮاﺳﯿﻮن اﺳﺘﻔﺎده ﺷـﺪ ﮐـﻪ ﺗﻔﮑﯿـﮏ 
)noituloser( ﺑــﺎﻻﺗﺮ و ﺑــﻬﺘﺮی ﻧﺴــﺒﺖ ﺑــﻪ رزﯾﻦﻫــﺎی ژل 
ﻓﯿﻠﺘﺮاﺳﯿﻮن از ﺟﻨﺲ ﺳﻔﺎدﮐﺲ و ﻗﺎﺑﻠﯿﺖ اﺳﺘﻔﺎده ﺟﻬﺖ ﺧﺎﻟﺺ 
ﮐﺮدن در ﻣﻘﯿﺎس آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ و ﺗﻮﻟﯿﺪی را داﺷﺖ.)21(  
    ﺑﺎ وﺟـﻮد آن ﮐـﻪ اﻧﺠـﺎم ﺷـﺪن ﮐﺮﯾﺴـﺘﺎﻟﻮﮔﺮاﻓـﯽ ﺑـﻪ روش 
ﭘﺮاﮐﻨـﺪﮔـﯽ اﺷـﻌﻪ X ﺟـﻬﺖ ﺷـﻨﺎﺧﺖ دﻗﯿ ـــﻖ ﺳــﺎﺧﺘﺎر ECA 
ﺿﺮوری ﻣﯽﺑﺎﺷﺪ، ﺑﻪ ﻋﻠﺖ ﻣﺸﮑﻞ ﺑﻮدن ﺗﺨﻠﯿﺺ اﯾـﻦ آﻧﺰﯾـﻢ و 
ﺗﻬﯿﻪ ﻣﻘﺎدﯾﺮ ﻻزم، اﯾﻦ ﻋﻤﻞ ﻫﻨﻮز اﻣﮑﺎنﭘﺬﯾﺮ ﻧﺸــﺪه اﺳـﺖ. اﮔـﺮ 
ﭼﻪ ﮐﺮﯾﺴﺘﺎﻟﻮﮔﺮاﻓ ــﯽ اﯾﺰوزﯾـﻢ ﺑﯿﻀـﻪای ECA ﮐـﻪ ﺑـﻪ ﻃﺮﯾـﻖ 
ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﺗﻬﯿﻪ ﻣﯽﺷﻮد اﺧﯿﺮاً اﻧﺠﺎم ﺷﺪه اﺳـﺖ)21و 31( و ﺷـﯿﻮه 
اﺗﺼﺎل ﻟﯿﺰﯾﺘﻮﭘﺮﯾﻞ)ﯾﮑﯽ از ﻣﻬﺎرﮐﻨﻨﺪهﻫﺎی ECA( ﺑ ــﻪ آن اراﺋـﻪ 
ﮔﺮدﯾـﺪه)41( و ﻧ ـــﯿﺰ 2 ﻧــﻮع ﻫﻤﻮﻟــﻮگ ECA در دروزوﻓﯿــﻼ 
)alihposorD( ﮐﺮﯾﺴـﺘﺎﻟﻮﮔﺮاﻓـﯽ ﺷـﺪه اﺳـﺖ)ﺗـﺎ 24% ﺗﺸـﺎﺑﻪ 
ﺗﻮاﻟﯽ ﺑﺎ ECA ﺑﯿﻀــﻪای دارﻧـﺪ(،)51( ﻫﻨـﻮز ﺳـﺎﺧﺘﺎر ECA از 
ﻣﻨﺎﺑﻊ اﻧﺴﺎﻧﯽ از ﻃﺮﯾــﻖ ﮐﺮﯾﺴـﺘﺎﻟﻮﮔﺮاﻓـﯽ ﺑـﺎ اﺷـﻌﻪ X ﺗﻌﯿﯿـﻦ 
ﻧﮕﺮدﯾﺪه اﺳﺖ.  
    در اﯾـﻦ ﺗﺤﻘﯿـﻖ ECA در ﻣﻘﺎﯾﺴـﻪ ﺑـﺎ ﮔﺰارشﻫـﺎی ﻣﺸـﺎﺑﻪ 
ﻗﺒﻠــﯽ، ﺑـﺎ ﻓﻌﺎﻟﯿـــﺖ ﻣﺨﺼــﻮص ﻧﻬﺎﯾـــﯽ ﻣﻨﺎﺳــﺐ و ﻗﺎﺑـ ـــﻞ 
ﻗﺒﻮﻟـﯽ )gm/stinu1/93( ﺧﺎﻟﺺ ﺷﺪ.)61( اﮔﺮ ﭼــﻪ ﺑـﺎزده ﻋﻤـﻞ 
)2/5%( ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ روشﻫـﺎی ﮐﺮوﻣـﺎﺗﻮﮔﺮاﻓـــﯽ ﻣﯿــﻞ ﺗﺮﮐﯿﺒـﯽ 
ﭘﺎﯾﯿﻦﺗﺮ ﺑﻮد، اﯾـﻦ روشﻫـﺎ ﺟﻬــﺖ ﺗﺨﻠﯿـﺺ ECA در ﻣﻘـﺎدﯾﺮ 
زﯾـﺎد و ﺑﺮرﺳـﯽﻫﺎی اﻧﺠـﺎم ﺷــﺪه ﺑـﻪ دﻧﺒـﺎل آن ﻓ ــﺎﻗﺪ ارزش 
ﻣﯽﺑﺎﺷﺪ.)61(  
    ذﮐﺮ اﯾﻦ ﻧﮑﺘﻪ ﻻزم اﺳﺖ ﮐﻪ روش اﻧﺠﺎم ﺷﺪه در اﯾﻦ ﺗﺤﻘﯿﻖ 
در ﻣﻘﯿﺎس آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎﻫﯽ ﺑﻮد اﻣﺎ ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ ﺧﺼﻮﺻﯿﺎت ذﮐ ــﺮ 
ﺷﺪه در ﮐﺎرآﯾﯽ رزﯾﻦﻫﺎی ﻣ ــﻮرد اﺳـﺘﻔﺎده و ارﺟﺤﯿـﺖ روش 
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Extraction and Development of Multi-Step Purification of  
Angiotensin-I Converting Enzyme(ACE) from Rabbit Lung
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Abstract
    Angiotensin-converting enzyme(ACE)(EC: 3.4.15.1) is a peptidyl dipeptide hydrolase that removes
the carboxyl terminal (His-Leu) from angiotensin I to produce the octapeptide angiotensin II. Due to
the importance of ACE and its active site-directed inhibitors in the pathogenesis and treatment of
cardiovascular disorders such as hypertension and heart failure, ACE purification and assay are of
clinical and commercial as well as scientific interest. In the present study it was attempted to purify
ACE faster and simpler. Purification procedure was finally performed in three steps. After
homogenization and centrifugation, ACE was solubilized from pellet using Nonidet-P40, a non-ionic
detergent. The supernatant solution brought to 50% and 70% saturation concentration of
ammonium sulfate. After ammonium sulfate precipitation, the supernatant solution was used to
purify ACE by Q-Sepharose HP as a strong anion exchanger and then by Sephacryl HR S200(gel
filtration). After these steps, ACE purification was confirmed by PAGE and SDS-PAGE. The molecular
weight found for ACE was 175 KD. Final specific activity was 39.1 units/mg which was achieved
through 651 fold purification and the activity recovered was 5.2%. After purification, Km of ACE for
Hippuryl-Histidyl-Leucine, a synthetic substrate, was 2.17 mM. Concentrations between 0.001-
0.1mM of Captopril, a competitive inhibitor, inhibited ACE almost completely. Optimal pH determined
for ACE activity was 8.3. Incubation temperature above 37°c decreased ACE activity remarkably. ACE
purification in three steps(previously often in 5 steps), a decrease in purification steps, procedure
time and expenditure and also acceptable activity and yield, were all due to using resins with high
resolution and also FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) system which, finally, facilitated the
chromatographic procedures.
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